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 3 
Riassunto  
	  
Scopo	   dello	   studio:	   valutare	   il	   ruolo	   della	   cicloossigenasi-­‐1	   (COX-­‐1)	   come	  mediatore	  
delle	   modificazioni	   della	   struttura	   e	   meccanica	   vascolare	   e	   della	   composizione	   della	  
matrice	   extracellulare	   (ECM)	   indotte	   dall’angiotensina	   II	   (Ang	   II)	   nelle	   arteriole	  
mesenteriche	  di	  resistenza	  di	  topi	  wild	  type	  (WT)	  e	  knockout	  per	  COX-­‐1	  (COX-­‐1-­‐/-­‐)	  
Metodi	  e	  	  risultati:	  gli	  animali	  sono	  stati	  trattati	  mediante	  infusione	  di	  soluzione	  salina	  
(controllo)	  o	  ang	   II	   (400	  ng/kg/min,	  s.c.),	  associati	  o	  meno	  a	  SC-­‐560	  (COX-­‐1	   inibitore),	  
DFU	   (COX-­‐2	   inibitore)	  o	   SQ-­‐29548	   (antagonista	  dei	  TP	   recettori).	  Dopo	  2	   settimane,	   i	  
vasi	   mesenterici	   di	   resistenza	   sono	   stati	   isolati,	   montati	   su	   miografo	   a	   pressione	   e	  
sottoposti	   a	   pressioni	   intraluminali	   (3-­‐140	   mmHg)	   per	   determinare	   le	   proprietà	  
meccaniche	   delle	   arteriole.	   Il	   rimodellamento	   ipertrofico	   indotto	   dalla	   Ang	   II	   era	  
prevenuto	  dalla	  contemporanea	  somministrazione	  di	  SC-­‐560	  o	  di	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  di	  
DFU.	   L’Ang	   II	   determinava,	   inoltre,	   un	   incremento	   della	   rigidità	   vascolare	   (P<0.01),	  
anch’esso	  inibito	  da	  SC-­‐560	  o	  da	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  da	  DFU.	  L’Ang	  II	  non	  determinava,	  
al	  contrario,	  modificazioni	  della	  elasticità	  arteriolare	  nei	  topi	  COX-­‐1-­‐/-­‐	  .	   All’analisi	  
immunoistochimica,	   la	   somministrazione	  di	  Ang	   incrementava	   l’espressione	  di	  COX-­‐1,	  	  
induceva	   la	   deposizione	   di	   collagene	   e	   fibronectina	   e	   riduceva	   quella	   di	   elastina	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(P<0.01).	  Anche	  questi	  effetti	  erano	  prevenuti	  da	  SC-­‐560	  o	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  da	  DFU	  e	  
non	   erano	   presenti	   nei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐.	   L’Ang	   II	   determinava,	   inoltre,	   un’aumentata	  
espressione	   genica	   di	   COX-­‐1	   ed	   una	   riduzione	   dell’espressione	   di	   COX-­‐2	   (Reversed	  
Transcription	  Polymerase	  Chain	  Reaction)	  ed	  aumentava	  il	  rilascio	  da	  parte	  della	  parete	  
vascolare	  di	  6-­‐keto-­‐PGF1α,	  effetti	  prevenuti	  dal	  blocco	  della	  COX-­‐1.	  Cellule	  muscolari	  
lisce	  di	  coronarie	  umane,	  incubate	  con	  Ang	  II,	  mostravano	  un’aumentata	  espressione	  di	  
procollagene	  I,	  che	  era	  prevenuta	  da	  SC-­‐560	  o	  SQ-­‐29548.	  	  
Conclusioni:	   le	   alterazioni	   vascolari	   indotte	   da	   Ang	   II	   nelle	   arteriole	   di	   resistenza,	   in	  
termini	   di	   struttura,	   meccanica	   e	   composizione	   della	   ECM,	   sono	   prevenute	   dalla	  
inibizione	  della	  COX-­‐1	  o	  dall’antagonismo	  del	  TP	  recettore.	  Questi	  risultati	  indicano	  che	  
il	   danno	   vascolare	   indotto	   dalla	   Ang	   II	   sulle	   arteriole	   di	   resistenza	   è	   mediato	   dai	  
prostanoidi	  derivati	  dalla	  COX-­‐1	  ed	  attivi	  sui	  TP	  recettori.	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Introduzione  
  
L'angiotensina	   II	   (Ang-­‐II)	   svolge	   un	   ruolo	   chiave	   nello	   sviluppo	   e	   progressione	   delle	  
alterazioni	  strutturali	   (rimodellamento	  vascolare)	  delle	  piccole	  arteriole	  di	  resistenza.1	  
L'incremento	   del	   rapporto	   media/lume	   (M/L),	   	   che	   caratterizza	   il	   rimodellamento	  
vascolare,	   può	   essere	   il	   risultato	   di	   una	   riduzione	   del	   diametro	   esterno,	   con	  
restringimento	  del	  lume	  ma	  senza	  crescita	  cellulare	  netta	  (rimodellamento	  eutrofico)	  o	  
dell'ispessimento	   della	   media	   (rimodellamento	   ipertrofico).2	   Un'altra	   caratteristica	  
delle	  alterazioni	  strutturali	  legate	  all'azione	  dell'Ang	  II	  è	  rappresentata	  dai	  cambiamenti	  
a	  carico	  delle	  proprietà	  meccaniche	  delle	  arterie,	  in	  particolare	  l'incremento	  della	  loro	  
rigidità.3-­‐5	   La	   fibrosi	  vascolare	  è	   l'elemento	  chiave	  che	  contribuisce	  allo	   sviluppo	  delle	  
alterazioni	   strutturali	   e	   determina	   modificazioni	   nella	   composizione	   della	   matrice	  
extracellulare	   	   (ECM)	   ed	   in	   particolare	   del	   contenuto	   in	   collagene	   I	   e	   III,	   elastina	   e	  
fibronectina.	  Nella	  media	  delle	  piccole	  arterie	  di	  animali	  cronicamente	  infusi	  con	  Ang-­‐II	  
è	  stato	  infatti	  dimostrato	  un	  incremento	  della	  sintesi	  di	  collagene	  e	  fibronectina	  ed	  un	  
decremento	  di	  elastina.4-­‐6	  	  
La	  cicloossigenasi-­‐1	  (COX)-­‐1	  ed	  i	  suoi	  derivati	  prostanoidi	  sono	  implicati	  nello	  sviluppo	  e	  
progressione	   del	   danno	   vascolare	   aterosclerotico.7,8	   La	   COX-­‐1	   è	   overespressa	   nelle	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piccole	  arteriole	  di	   resistenza	  mesenteriche	  di	   topi	   trattati	   con	  Ang-­‐II;	  un	   incremento	  
della	  attività	  di	  COX-­‐1	  si	  accompagna	  ad	  una	  aumentata	  produzione	  di	  prostanoidi	  ad	  
azione	   contrattile	   per	   effetto	  del	   loro	   legame	   con	   i	   recettori	   TP	  presenti	   sulle	   cellule	  
muscolari	   lisce.	   Questa	   rappresenta	   una	   delle	   principali	   vie	   attraverso	   cui	   l'Ang-­‐II	  
induce	   alterazioni	   funzionali	   nelle	   arterie.9	   Pertanto	   è	   plausibile	   che	   vi	   sia	   una	  
interazione	   diretta	   tra	   Ang-­‐II	   e	   COX-­‐1	   e	   che	   questa	   ultima	   sia	   uno	   degli	   effettori	  
attraverso	  cui	  l'Ang-­‐II	  induce	  modificazioni	  vascolari	  strutturali.	  	  
Basandosi	  su	  queste	  considerazioni,	  il	  presente	  studio	  è	  stato	  disegnato	  per	  valutare	  se	  
l'attivazione	  di	  COX-­‐1	  e	  il	  conseguente	  aumento	  dei	  suoi	  prodotti	  attivi	  sui	  TP	  recettori,	  
contribuisca	   alle	   modificazioni	   della	   meccanica	   vascolare	   e	   della	   composizione	   della	  
ECM	   tipiche	   del	   rimodellamento	   delle	   piccole	   arteriole	   di	   resistenza	   mesenteriche	  
indotte	  da	  Ang-­‐II.	  A	  tale	  scopo	  abbiamo	  utilizzato	  inibitori	  selettivi	  delle	  isoforme	  della	  
COX,	   somministrati	   cronicamente	   a	   topi	   trattati	   con	   Ang-­‐II.	   Inoltre,	   per	   supportare	   i	  
risultati	  degli	  studio	  farmacologici	  di	  inibizione	  di	  COX-­‐1,	  abbiamo	  anche	  utilizzato	  topi	  
mutanti	   omozigoti	   per	   una	  mutazione	   inattivante	   del	   gene	   per	   la	   COX-­‐1.	   Infine,	   per	  
valutare	  se	  i	  risultati	  fossero	  estrapolabili	  alla	  specie	  umana,	  abbiamo	  studiato	  l'effetto	  
di	  vari	  trattamenti	  farmacologici	  sulla	  sintesi	  del	  collagene	  in	  cellule	  muscolari	   lisce	  di	  
coronarie	  umane	  (HCASMCs).	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Metodi  
Tutti	   gli	   esperimenti	   animali	   sono	   stati	   condotti	   in	   accordo	   con	   l'European	   Union	  
Council	  Directive	  86-­‐609,	  riconosciuta	  dal	  Governo	  Italiano.	  	  
Esperimenti	  animali	  	   	  
Topi	  maschi	  C57BL/6J,	  omozigoti	  per	  una	  mutazione	  inattivante	  del	  gene	  per	  la	  	  COX-­‐1	  	  
(COX-­‐1-­‐/-­‐)	  e	  topi	  analoghi	  di	  controllo	  senza	  mutazione	  (wild-­‐type,	  WT)	  di	  età	  tra	  12	  e	  
14	   settimane	   sono	   stati	   acquistati	   presso	   Harlan	   Laboratories.	   Previa	   anestesia	   con	  
idrato	  di	  cloralio,	  sono	  state	  impiantate	  minipompe	  osmotiche	  	  (Alzet	  Corp.,	  Palo	  Alto,	  
CA)	  a	  rilascio	  di	  	  Ang	  II	  (400	  ng/kg/min;	  Peninsula,	  Palo	  Alto,	  CA)	  o	  soluzioni	  salina	  nei	  
topi	  studiati.	  Tre	  ulteriori	  gruppi	  di	  topi	  WT	  trattati	  con	  Ang-­‐II	  hanno	  ricevuto	  un	  COX-­‐1	  
inibitore	   (SC-­‐560,	   5	  mg/Kg/die,	   nel	   cibo),	   un	   COX-­‐2	   inibitore	   (DFU,	   5	  mg/Kg/die,	   nel	  
cibo),	  o	  un	  antagonista	  dei	  recettori	  TP	  (SQ-­‐29548,	  2	  mg/Kg/die,	   i.p.).	  La	  dose	  dell'SC-­‐
560	  e	  del	  DFU	  sono	  state	  decise	  sulla	  base	  di	  studi	  precedenti.10,11	  L'SQ-­‐29548	  è	  stato	  
somministrato	   attraverso	   la	   via	   intraperitoneale	   a	   causa	   della	   sua	   scarsa	  
biodisponibilità	  per	  via	  orale.12	  La	  durata	  del	   trattamento	  è	  stata	  di	  due	  settimane	   .	   I	  
valori	   di	   pressione	   arteriosa	   sistolica	   (SBP)	   sono	   stati	   registrati	  mediante	   tecnica	   tail-­‐
cuff,	  come	  precedentemente	  descritto.9	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Preparazione  e  montaggio  delle  piccole  arteriole  mesenteriche  
Una	  branca	  di	  secondo	  ordine	  dell'albero	  mesenterico	  è	  stata	   isolata	  e	  montata	  su	  di	  
un	   miografo	   a	   pressione,	   come	   precedentemente	   descritto.5	   La	   relazione	   pressione-­‐
lume	   vascolare	   è	   stata	   valutata	   mediante	   incremento	   progressivo	   della	   pressione	  
intravascolare	   da	   3	   a	   140	  mmHg.	   Lo	   spessore	   della	  media	   ed	   il	   diametro	   sono	   stati	  
misurati	  a	  ciascun	  livello	  di	  pressione.	  
Misurazione  e  meccanica  vascolare  
La	  cross-­‐sectional	  area	  (CSA)	  della	  media	  è	  stata	  stimata	  sottraendo	  la	  CSA	  interna	  da	  
quella	   esterna4.	   Le	   proprietà	  meccaniche	   delle	   piccole	   arteriole	  mesenteriche	   (strain	  
circonferenziale,	   stress	   circonferenziale	   e	   modulo	   elastico	   incrementale)	   sono	   stati	  
calcolati	  come	  precedentemente	  descritto4.	  	  L’indice	  di	  crescita	  è	  stato	  calcolato	  come	  
(CSAh-­‐CSAn)/CSAn,	  dove	  CSAn	  e	  CSAh	  sono	  rispettivamente	  la	  CSA	  della	  media	  nei	  topi	  
normotesi	  ed	  ipertesi.4	  	  
	  
Immunostaining    
Le	   sezioni	   delle	   arteriole	   fissate	   in	   paraformaldeide	   4%	   e	   incluse	   in	   paraffina	   a	   56°.	  
Sezioni	   di	   8	   um	   montate	   su	   vetrino	   sono	   state	   analizzate	   con	   immunostaining	  
(Benchmark	   immunostainer	  (Ventana,	  Tuscon,	  AZ))	  al	   fine	  di	  valutarne	   il	  contenuto	   in	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COX-­‐1	   (anticorpo	   policlonale	   di	   coniglio,	   1:1000,	   Cayman),	   collagene	   I	   (anticorpo	  
policlonale	   di	   coniglio,	   1:500,	   Abcam),	   fibronectina	   (anticorpo	   monoclonale	   di	   topo,	  
1:10000,	  Epitomics)	  come	  precedentemente	  descritto9.	  Nell’intera	  sezione	  di	  arteria	  è	  
stata	   calcolata	   la	   percentuale	   positiva	   all’immunostaining	   mediante	   software	   di	  
imaging	   (McBiophotonics	   Image	   J).	   La	   colorazione	   di	   Verhoeff-­‐van	   Giesson	   	   è	   stata	  
utilizzata	  su	  sezioni	  vascolari	  per	  valutare	  il	  contenuto	  di	  fibre	  elastiche	  e	  collagene6	  .	  	  
	  
Analisi  della  espressione  genica  (Reverse  Transcription-­‐Polymerase  Chain  Reaction  (RT-­‐
PCR))  
La	   Real	   Time-­‐polymerase	   chain	   reaction	   (RT-­‐PCR)	   è	   stata	   utilizzata	   per	   valutare	  
l'espressione	   genica	   di	   	   COX-­‐1	   and	   COX-­‐2	   nelle	   arteriole	   mesenteriche	   di	   topo	   e	  
l'espressione	  di	  procollagene	  I	  nelle	  HCASMCs	  ,	  seguendo	  procedure	  precedentemente	  
desctitte13.	  	  
	  
Analisi  Western  Blot    
L'analisi	  western	   blot	   è	   stata	   utilizzata,	   seguendo	   procedure	   standard13,	   per	   valutare	  
l'espressione	  proteica	  di	  COX-­‐1	  e	  COX-­‐2	  nelle	  arteriole	  mesenteriche	  di	  topo	  e	  di	  COX-­‐1	  
e	  del	  recettore	  TP	  nelle	  HCASMCs.	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Analisi   di   6-­‐Keto-­‐Prostaglandina   F1α   e   8-­‐Isoprostano   La   concentrazione   di   6-­‐keto-­‐
prostaglandina  (PG)  
	  F1α	  e	  di	  8-­‐isoprostano	  sono	  stati	  misurati	  nel	  mezzo	  di	  incubazione	  di	  vasi	  mesenterici	  
isolati	  mediante	  kit	  EIA	  disponibili	  commercialmente	  (Cayman	  Chemical,	  Ann	  Arbor,	  MI,	  
USA),	  come	  precedentemente	  descritto.13	  A	  questo	  scopo,	  al	  termine	  degli	  esperimenti	  
il	   mezzo	   di	   incubazione	   è	   stato	   immediatamente	   congelato	   in	   azoto	   liquido	   e	  
mantenuto	  a	  -­‐70°C	  fino	  all'analisi,	  eseguita	  secondo	  le	  istruzioni	  del	  produttore.	  	  
	  
Colture	  cellulari	  
Cellule	   HCASMCs	   sono	   state	   acquistate	   dalla	   Cascade	   Biologics	   (C-­‐017-­‐5C	   Invitrogen,	  
Paisley	  UK)	  e	  mantenute	   in	  un	  terreno	  di	  coltura	  specifico	  composto	  da	  Basal	  Culture	  
Medium	  231	  modificato	  dall'aggiunta	  di	  fattori	  di	  crescita	  specifici	  ed	  altri	  supplementi,	  
come	  raccomandato	  dal	  produttore.	  Ventiquattro	  ore	  prima	  dell'esperimento	  le	  cellule	  
sono	  state	  poste	  nei	  pozzetti	  di	  coltura	  alla	  concentrazione	  di	  	  1x106cellule/pozzetto.	  Le	  
cellule	   sono	   state	   poi	   incubate	   con	   Ang-­‐II	   0.1	   µmol/L	   	   per	   24	   ore	   con	   o	   senza	  
preincubazione	   con	   SC-­‐560	   (1	   µM)	   o	   SQ-­‐29548	   (10	   µM).	   Altre	   cellule	   sono	   state	  
incubate	  con	  l'antagonista	  del	  recettore	  TP	  	  U46619	  (0.1	  µM),	  da	  solo	  o	  con	  	  SQ-­‐29548	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(10	  µM).	  Nelle	  cellule	  di	  controllo	  ed	   in	  quelle	  trattate	  con	   	  Ang	  II,	   l'espressione	  della	  
COX-­‐1	  e	  del	   recettore	  TP	  è	   stata	  valutata	  attraverso	  Western	  Blot.	   In	   tutte	   le	   cellule,	  
l'espressione	   genica	   del	   procollagene	   I,	   marker	   di	   sintesi	   del	   collagene14,	   è	   stata	  
valutata	  mediante	  RT-­‐PCR.	  Le	  concentrazioni	  di	  Ang-­‐II,	  di	  	  SC-­‐560,	  U46619	  o	  SQ-­‐29548	  
sono	   state	   ricavate	   da	   precedenti	   studi	   9,14,15,17	   e	   da	   esperimenti	   preliminari	   di	  
concentrazione-­‐risposta.	  
	  	  	  
Analisi  dai  dati  
I	   risultati	   sono	  espressi	  come	  media±SEM.	   I	  dati	  morfologici	  e	   le	  densità	  ottiche	  sono	  
state	   analizzate	   con	   la	   	   1-­‐way	   ANOVA	   seguita	   dallo	   Student	   Newman-­‐Keuls	   test.	   I	  
parametri	  meccanici	   sono	   stati	   confrontati	  mediante	  ANOVA	  per	  misure	   ripetute.	  Un	  
valore	  di	  P<0.05	  è	  stato	  utilizzato	  per	  definire	  la	  significatività	  statistica.	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Risultati  
  
Peso  corporeo,  pressione  arteriosa  e  morfologia  delle  arterie  
Il	   peso	   corporeo	   era	   simile	   in	   tutti	   i	   gruppi	   di	   animali	   (Tabella	   1).	   La	   SBP	   risultava	  
significativamente	  aumentata	  nei	  topi	  trattati	  cronicamente	  con	  Ang-­‐II	  rispetto	  a	  quelli	  
di	   controllo	   e	   non	   era	   modificata	   dalle	   altre	   sostanze	   utilizzate.	   Nei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	  
l'incremento	  della	  SBP	  indotto	  da	  Ang-­‐II	  era	  meno	  evidente	  (Tabella	  1).	  A	  45	  mmHg	  di	  
pressione	  intraluminale	  i	  diametri	  arteriolari	  non	  differivano	  fra	  i	  gruppi	  (Tabella	  1).	  Nei	  
topi	  WT	  lo	  spessore	  della	  media	  era	  incrementato	  dall'infusione	  di	  	  Ang-­‐II,	  risultando	  in	  
un	   aumento	   del	   rapporto	  M/L,	   della	   CSA	   e	   dell'indice	   di	   crescita,	   indicando	  un	   certo	  
grado	   di	   rimodellamento	   ipertrofico	   (Tabella	   1).	   Queste	   modificazioni	   erano	  
parzialmente	  prevenute	  sia	  da	   	  SC-­‐560	  che	  da	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  influenzate	  da	   	  DFU	  
(Tabella	  1).	  Risultati	  simili	  erano	  ottenuti	  anche	  per	  valori	  incrementalmente	  più	  alti	  di	  
pressione	  intraluminale	  (Figure	  1A-­‐B).	  Nei	  topi	  COX-­‐1-­‐/-­‐	   l'Ang-­‐II	  non	  determinava	  alcun	  
incremento	  dello	  spessore	  della	  media,	  del	  M/L,	  o	  della	  CSA	  (Tabella	  1).	  Risultati	  simili	  
erano	   ottenuti	   anche	   per	   valori	   incrementalmente	   più	   alti	   di	   pressione	   intraluminale	  
(Figure	  1C-­‐D).	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Meccanica  vascolare  
Nelle	   arterie	   dei	   topi	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   gli	   incrementi	   della	   pressione	   intraluminale	  
aumentavano	   lo	  stress	  della	  media	   in	  misura	  minore	  rispetto	  a	  quanto	  non	   facessero	  
nei	  vasi	  di	  controllo	  (Figura	  2A).	  Nei	  gruppi	  contemporaneamente	  trattati	  con	  Ang-­‐II	  e	  
SC-­‐560	  o	  SQ-­‐29548	  lo	  stress	  di	  parete	  si	  manteneva	  simile	  a	  quello	  dei	  topi	  di	  controllo.	  
Al	   contrario	   il	   DFU	   non	   influenzava	   questo	   parametro	   (Figura	   2A).	   L'Ang-­‐II	   spostava	  
verso	   sinistra	   la	   curva	   stress-­‐strain,	   indicando	   la	   presenza	   di	   un'aumentata	   rigidità	  
vascolare.	  Questo	  effetto	   era	  prevenuto	   in	  maniera	   simile	  da	   SC-­‐560	  e	  da	   SQ-­‐29548,	  
ma	   non	   dal	   DFU	   (Figura	   2B).	   Il	   modulo	   incrementale	   elastico	   plottato	   verso	  
l'incremento	  della	  pressione	  intraluminale	  dimostrava	  un	  pattern	  simile	  in	  tutti	  i	  gruppi	  
sperimentali.	   Quando	   analizzato	   in	   funzione	   dello	   stress	   della	   media,	   il	   modulo	  
incrementale	  elastico	  era	   significativamente	  maggiore	  nel	   gruppo	   trattato	   con	  Ang-­‐II,	  
non	  modificato	  da	  DFU	  e	   significativamente	  migliorato	  da	  SC-­‐560	  o	  SQ-­‐29548	   (Figura	  
2C).	   Nei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	   il	   valore	   di	   stress	   della	   media	   secondario	   agli	   incrementi	   di	  
pressione	  intraluminale	  era	  simile	  a	  quello	  dei	  controlli	  e	  non	  influenzato	  dall'infusione	  
di	  Ang-­‐II	   (Figura	  2D).	   Inoltre	   la	  curva	  stress-­‐strain	  e	   il	  modulo	  incrementale	  elastico	  in	  
funzione	  dello	  stress	  della	  media	  non	  erano	  diversi	  da	  quelli	  dei	  controlli	  e	  non	  erano	  
modificati	  dall'infusione	  di	  Ang-­‐II	  (Figure	  2E-­‐F).	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Espressione  vascolare  di  COX-­‐1,  Collagene  tipo  I,  fibronectina  ed  elastina  
La	  presenza	  di	  COX-­‐1	  evidenziabile	  con	   l'immunoistochimica	  nelle	  cellule	  endoteliali	  e	  
muscolari	  lisce	  delle	  arteriole	  di	  resistenza	  mesenteriche	  di	  topo	  WT	  era	  incrementata	  
dall'infusione	  di	  Ang-­‐II,	  soprattutto	  nello	  strato	  muscolare(Figure	  3A-­‐B).	  	  
Le	   arteriole	   mesenteriche	   dei	   topi	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   presentavano	   un	   marcato	  
ispessimento	  di	  parete	  con	  un	  significativo	  incremento	  delle	  fibre	  collagene	  rispetto	  ai	  
controlli;	   l'incremento	   di	   collagene	   I	   era	   evidenziabile	   soprattutto	   negli	   strati	   più	  
esterni	  della	  media	  e	  nell'avventizia	  (Figure	  4A-­‐B;	  Tabella	  2),	  e	  tale	  dato	  era	  confermato	  
dell'indagine	   istochimica	   (Figure	   5A-­‐B).	   Questo	   effetto	   dell'Ang-­‐II	   era	   prevenuto	   in	  
maniera	  simile	  da	  SC-­‐560	  e	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  influenzato	  da	  	  DFU	  (Figure	  4C-­‐D;	  Figure	  
5C-­‐D;	  Tabella	  2).	  In	  maniera	  simile,	  la	  fibronectina	  era	  significativamente	  aumentata	  nei	  
topi	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   (Figure	   4F-­‐G;	   Tabella	   2)	   e	   questo	   effetto	   era	   prevenuto	   in	  
maniera	  simile	  da	  	  SC-­‐560	  e	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  dal	  	  DFU	  (Figure	  4H-­‐I;	  Tabella	  2).	  Le	  fibre	  
elastiche	  delle	  membrane	  elastiche	  interna	  ed	  esterna	  erano	  significativamente	  ridotte	  
e	  disorganizzate	  nei	  topi	  trattati	  con	  Ang-­‐II	  rispetto	  agli	  animali	  controllo	  (Figure	  5A-­‐B;	  
Tabella	  2)	  e	  completamente	  risparmiate	  dalla	  somministrazione	  di	  SC-­‐560	  e	  SQ-­‐29548,	  	  
ma	   non	   di	   DFU	   (Figure	   5C-­‐D;	   Tabella	   2).	   Come	   conseguenza	   il	   rapporto	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collagene/elastina,	  significativamente	  aumentato	  dall'Ang-­‐II,	  si	  manteneva	  normale	  con	  
SC-­‐560	  e	  SQ-­‐29548,	  senza	  essere	  modificato	  dal	  DFU	  (Tabella	  2).	  	  
Nei	   vasi	   dei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	   l'Ang	   II	   non	   influenzava	   la	   deposizione	   di	   collagene	   I	   e	  
fibronectina	  (Figura	  6;	  Tabella	  2)	  o	  il	  contenuto	  in	  elastina	  	  (Figure	  5E-­‐F;	  Tabella	  2).	  Di	  
conseguenza	   il	   rapporto	  collagene-­‐elastina	  era	  simile	  nei	   topi	   trattati	  con	  Ang-­‐II	  e	  nei	  
controlli	  (Tabella	  2).	  	  
	  
	  
Analisi  RT-­‐PCR  di  COX-­‐1  e  COX-­‐2  
Una	  quota	  basale	  di	  mRNA	  codificante	  COX-­‐1	  e	  COX-­‐2	  era	  presente	  nei	  vasi	  mesenterici	  
dei	  topi	  WT.	  La	  somministrazione	  cronica	  di	  Ang-­‐II	  induceva	  un	  significativo	  incremento	  
della	  espressione	  di	  COX-­‐1,	  non	  influenzato	  dalla	  co-­‐somministrazione	  di	  SC-­‐560,	  DFU	  o	  
SQ-­‐29548	   (Figura	   7A,	   pannello	   superiore).	   Al	   contrario,	   l'espressione	   dell'mRNA	   per	  
COX-­‐2	   era	   ridotta	   nei	   topi	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   e	   non	   modificata	   dai	   trattamenti	  
concomitanti	   (Figura	   7A,	   pannello	   intermedio).	  Nei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	   	   non	   è	   stata	   trovata	  
alcuna	  espressione	  di	  	  mRNA	  per	  COX-­‐1,	  indipendentemente	  dal	  trattamento	  con	  Ang-­‐
II.	   Una	   espressione	   basale	   di	   COX-­‐2	   era	   presente,	   anche	   in	   questi	   animali,	   e	   ridotta	  
dall'Ang-­‐II	  (Figura	  7A,	  pannello	  inferiore).	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Analisi  Western  Blot  per  COX-­‐1  e  COX-­‐2  
Una	   certa	   espressione	   basale	   di	   COX-­‐1	   era	   presente	   nei	   vasi	   dei	   topi	   WT	   e	   la	  
somministrazione	  di	  Ang-­‐II	   ne	  determinava	  un	   significativo	  aumento,	  non	   influenzato	  
da	  SC-­‐560,	  DFU	  o	  SQ-­‐29548	  (Figura	  7B).	  	  
L'espressione	   di	   COX-­‐2	   era	   ridotta	   nei	   vasi	   degli	   animali	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   e	   non	  
modificata	  dai	  trattamenti	  concomitanti	  (Figura	  7B).	  
	  
Produzione  6-­‐Keto-­‐Prostaglandina  F1α  e  8-­‐Isoprostano  
Basalmente	   il	   rilascio	   di	   6-­‐keto-­‐PG	   F1α	   era	   più	   alto	   nel	   mezzo	   di	   incubazione	   delle	  
arteriole	  mesenteriche	  dei	   topi	   trattati	   con	  Ang-­‐II	   rispetto	   a	   quelle	   dei	   topi	   controllo	  
(Tabella	  2);	   la	  contemporanea	  incubazione	  con	  SC-­‐560,	  ma	  non	  con	  DFU	  o	  SQ-­‐29548	  ,	  
riduceva	  la	  concentrazione	  di	  6-­‐keto-­‐PG	  F1α.	  	  Nei	  topi	  COX-­‐1-­‐/-­‐	  la	  produzione	  di	  6-­‐keto-­‐
PG	  F1α	  non	  era	  significativamente	  modificata	  da	  	  Ang-­‐II	  (Tabella	  2).	  	  
Basalmente	  vi	  era	  una	  produzione	  di	  8-­‐isoprostani	  nei	  topi	  WT	  che	  era	  moderatamente	  
ridotta	   dal	   trattamento	   con	   Ang-­‐II,	   non	   influenzata	   da	   SC-­‐560	   o	   SQ-­‐29548	   e	  
significativamente	   ridotta	   dal	   DFU.	   Nei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	   la	   produzione	   basale	   di	   8-­‐
isoprostani	  non	  era	  significativamente	  influenzata	  dall'Ang-­‐II	  (Tabella	  2).	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Effetto  di  SC-­‐560  e  SQ-­‐29548  sulla  espressione  di  COX-­‐1  e  la  sintesi  di  collagene  indotte  
dall'Ang-­‐II  in  HCASMCs.      
L'incubazione	   delle	   HCASMCs	   con	   Ang-­‐II	   per	   24	   ore	   determinava	   un	   significativo	  
aumento	  della	  sintesi	  di	  COX-­‐1	   (Figura	  8A).	  La	  sintesi	  proteica	  per	   il	  TP	  recettore	  non	  
era	  significativamente	  influenzata	  dall'Ang-­‐II	  (Figura	  8A).	  	  
L'espressione	   proteica	   di	   procollagene	   I,	   era	   significativamente	   aumentata	  
dall'incubazione	  con	  Ang-­‐II.	  Questo	  effetto	  era	  prevenuto	  in	  maniera	  simile	  da	  SC-­‐560	  o	  
SQ-­‐29548	   (Figura	   8B).	   Inoltre	   l'espressione	   di	   procollagene	   I	   era	   marcatamente	  
aumentata	  dall'agonista	  del	   TP	   recettore	  U46619	  e	  questo	  effetto	  era	   annullato	  dall'	  
SQ-­‐29548	  (Figura	  8B).	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Discussione  
Il	  principale	  risultato	  della	  presente	  ricerca	  è	  rappresentato	  dalla	  dimostrazione	  che	  le	  
modificazioni	   della	   struttura	   e	   delle	   proprietà	  meccaniche	   della	   parete	   	   delle	   piccole	  
arterie	  di	  resistenza	  indotte	  dall'Ang-­‐II	  dipendono	  dall'attivazione	  della	  via	  della	  COX-­‐1.	  
La	   prevenzione	   dello	   sviluppo	   di	   rimodellamento	   ipertrofico	   ottenuta	   dalla	  
somministrazione	  di	   	  SC-­‐560,	  ma	  non	  di	  DFU	  suggerisce	   infatti	   il	   contributo	  di	  COX-­‐1,	  
piuttosto	  che	  di	  COX-­‐2,	  alla	  patogenesi	  delle	  modificazioni	  vascolari	  strutturali	   indotte	  
dall'Ang-­‐II.	  E'	  da	  notare	  che	  l'SC-­‐560	  e	  il	  DFU	  sono	  stati	  utilizzati	  a	  dosaggi	  fissi,	  noti	  per	  
assicurare	   una	   inibizione	   selettiva	   di	   COX-­‐1	   e	   COX-­‐2,	   rispettivamente10,11,	   e	   non	  
abbiamo	   eseguito	   curve	   dose-­‐risposta	   dal	   momento	   che	   per	   dosaggi	   più	   elevati	   era	  
attesa	  una	  perdita	  della	  selettività.	  Inoltre	  è	  da	  sottolineare	  che	  i	  risultati	  ottenuti	  con	  
l'utilizzo	   di	   un	   approccio	   farmacologico	   sono	   stati	   confermati	   dall'impiego	   di	   topi	  
mutanti	   COX-­‐1-­‐KO	   nei	   quali	   l'Ang-­‐II	   non	   è	   stata	   in	   grado	   di	   indurre	   un	   significativo	  
rimodellamento	  vascolare.	  	  
I	   presenti	   dati	   suggeriscono	   che	   il	   ruolo	   significativo	   della	   COX-­‐1	   nello	   sviluppo	   di	  
alterazioni	   funzionali	   ed	   in	   particolare	   di	   disfunzione	   endoteliale	   può	   essere	   esteso	  
anche	   alle	   modificazioni	   strutturali	   della	   parete	   delle	   arteriole	   di	   resistenza9	   .	   Il	  
presente	   studio	  dimostra	   che	   le	   cellule	  muscolari	   lisce	  nella	  media	   rappresentano	  un	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target	  importante	  di	  vari	  effetti	  negativi	  dell'Ang-­‐II	  e	  che	  queste	  stesse	  cellule	  sono	  una	  
importante	  fonte	  di	  COX-­‐1,	  come	  testimoniato	  dall'immunoistochimica.	  	  
Riguardo	   al	   ruolo	   dei	   prodotti	   derivati	   dalla	   COX-­‐1	   nella	   patogenesi	   del	   danno	  
strutturale	   da	  Ang-­‐II,	   abbiamo	  osservato	   che	   l'antagonista	   recettoriale	   selettivo	   per	   i	  
recettori	  TP,	  SQ-­‐29548,	  è	  in	  grado	  di	  prevenire	  le	  modificazioni	  della	  parete	  arteriosa	  in	  
maniera	   simile	   a	   quanto	   osservato	   per	   il	   blocco	   selettivo	   di	   COX-­‐1.	   Tra	   i	   prodotti	  
prostanoidi	  abbiamo	  deciso	  di	  valutare	  la	  6-­‐keto-­‐PG	  F1α	  come	  metabolita	  stabile	  della	  
prostaciclina,	   che	   è	   coinvolta	   nel	   controllo	   del	   tono	   vascolare	   ed	   è	   prodotta	  
prevalentemente	   da	   COX-­‐1.13,16	   Inoltre	   abbiamo	   analizzato	   la	   produzione	   di	   8-­‐
Isoprostano	  come	  principale	  prodotto	  dell'acido	  arachidonico,	   che	  è	   stato	  dimostrato	  
nei	  tessuti	  vascolari	  di	  animali	  ipertesi	  e	  per	  la	  sua	  capacità	  di	  attivare	  i	  recettori	  del	  TP	  
ad	   effetto	   contrattile	   sulla	  muscolatura	   liscia.17,18	   I	   livelli	   di	   6-­‐keto-­‐PG	   F1α	   nel	   nostro	  
studio	  erano	  incrementati	  nei	  gruppi	  trattati	  con	  Ang-­‐II	  e	  non	  erano	  modificati	  dal	  DFU;	  
al	  contrario	  essi	  erano	  ridotti	  dall'SC-­‐560.	  Nei	  topi	  COX-­‐1-­‐/-­‐	   la	  produzione	  di	  6-­‐keto-­‐PG	  
F1α	  era	  praticamente	  assente	  e	  non	  incrementata	  dalla	  somministrazione	  di	  Ang-­‐II.	  Al	  
contrario	   gli	   8-­‐isoprostani	   non	   erano	   stimolati	   dall'Ang	   II	   ed	   erano	   ridotti	   dal	   DFU.	  
L'insieme	   di	   questi	   dati	   permette	   di	   ipotizzare	   il	   nuovo	   concetto	   che	   i	   derivati	  
prostanoidi	   prodotti	   dalla	   COX-­‐1	   ed	   attivi	   sui	   recettori	   TP,	   come	   la	   prostaciclina,	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giocano	   un	   ruolo	   cruciale	   nella	   patogenesi	   delle	   alterazioni	   strutturali	   della	   media	  
indotte	  dall'Ang-­‐II.	  Questo	  concetto	  non	  è	  in	  contrasto	  con	  i	  dati	  esistenti	  in	  letteratura	  
riguardo	   al	   ruolo	   protettivo	   della	   prostaciclina	   nell'omeostasi	   vascolare	   ed	   in	  
particolare	   dell'endotelio,	   in	   quanto	   è	   stato	   dimostrato	   che	   in	   particolari	   condizioni	  
questo	  prostanoide,	  attraverso	  l'attivazione	  dei	  recettori	  TP	  ad	  azione	  vasocostrittrice,	  
può	  determinare	  effetti	  negativi	  sulla	  funzione	  vascolare.19	  	  	  
Oltre	  a	  determinare	  alterazioni	  strutturali,	  l'Ang-­‐II	  ha	  indotto	  anche	  modificazioni	  della	  
meccanica	  vascolare	  delle	  arteriole	  di	  resistenza.	  Le	  pareti	  delle	  arteriole	  mesenteriche	  
dei	   topi	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   erano	   significativamente	   più	   rigide	   e	   tale	   effetto	   era	  
prevenuto	  dalla	  concomitante	  somministrazione	  di	   	  SC-­‐560	  o	  di	  SQ-­‐29548,	  ma	  non	  di	  
DFU.	  Inoltre	  l'Ang-­‐II	  non	  era	  in	  grado	  di	  aumentare	  la	  rigidità	  arteriosa	  nei	  topi	  KO	  per	  il	  
gene	  della	  COX-­‐1-­‐.	  Tali	  dati	   rafforzano	   il	  concetto	  del	   ruolo	  predominante	  della	  via	  di	  
COX-­‐1	  nel	  determinismo	  delle	  alterazioni	  vascolari	  meccaniche	  indotte	  da	  Ang-­‐II.	  E'	  da	  
notare	   che	   la	   prevenzione	   delle	   alterazioni	   meccaniche	   delle	   arteriole	   di	   resistenza	  
mesenteriche	   con	   il	   COX-­‐1	   inibitore	  determinava	  una	  modesta	   riduzione	  dei	   valori	   di	  
pressione	   arteriosa	   sistolica,	   in	   accordo	   con	   il	   concetto	   che	   il	   letto	   vascolare	   di	  
resistenza	   influenza	   in	   modo	   predominante	   la	   pressione	   diastolica	   ed	   ha	   un	   ruolo	  
minore	  per	  quella	  sistolica.	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La	   rigidità	   della	   parete	   arteriosa	   dipende	   dal	   bilancio	   tra	   le	   componenti	   distensibili,	  
come	   l'elastina,	   e	   quelle	   meno	   distensibili	   come	   il	   collagene	   e	   la	   fibronectina.3,20	   	   I	  
nostri	  risultati	  di	   istochimica	  e	   immunoistochimica	  confermano	  la	  capacità	  di	  Ang-­‐II	  di	  
aumentare	  la	  deposizione	  di	  collagene	  e	  di	  fibronectina	  e	  ridurre	  quella	  di	  elastina	  nelle	  
piccole	   arterie	   di	   resistenza	  mesenteriche,	   come	   in	   precedenza	   dimostrato.4,6,21	   A	   tal	  
proposito,	   il	  secondo	  nuovo	  risultato	  del	  presente	  studio	  è	   la	  dimostrazione	  del	  ruolo	  
significativo	  della	  via	  della	  COX-­‐	  1	  nella	  genesi	  delle	  modificazioni	  della	  composizione	  
della	   ECM	   indotte	   dall'Ang-­‐II.	   Infatti	   l'incremento	   nella	   produzione	   di	   collagene	   e	  
fibronectina	   era	   ridotta	   dall'SC-­‐560	   ed	   in	   misura	   simile	   dall'SQ-­‐29548,	   ma	   non	  
influenzato	   dal	   DFU.	   Parallelamente,	   il	   contenuto	   vascolare	   in	   elastina	   era	  
completamente	   preservato	   dalla	   somministrazione	   dell'inibitore	   di	   COX-­‐1	   o	  
dell'antagonista	  di	  TP,	  ma	  non	  era	  modificato	  dall'inibizione	  di	  COX-­‐2.	  Nei	  vasi	  di	   topi	  
COX-­‐1-­‐/-­‐	  il	  contenuto	  di	  collagene,	  fibronectina	  ed	  elastina	  erano	  simili	  a	  quelli	  dei	  topi	  
WT	   e	   non	   modificati	   dall'Ang-­‐II.	   Nella	   globalità	   questi	   risultati	   supportano	   un	   ruolo	  
rilevante	   per	   l'attivazione	   COX-­‐1	   dipendente	   dei	   TP	   recettori	   nell'indurre	   le	  
modificazioni	   della	   composizione	   della	   ECM	   favorenti	   la	   fibrosi	   vascolare	   indotte	  
dall'Ang-­‐II.	   La	   relazione	   causale	   tra	   COX-­‐1,	   attivazione	   dei	   recettori	   TP	   e	   alterata	  
composizione	   della	   ECM	   è	   ulteriormente	   supportata	   dai	   dati	   sulle	   colture	   cellulari.	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Abbiamo	   scelto	   la	   linea	   HCASMCs	   perché	   il	   letto	   coronarico	   rappresenta	   un	   target	  
critico	  della	  malattia	  arteriosclerotica.	  Inoltre	  esse	  hanno	  una	  struttura	  e	  composizione	  
di	  parete	  non	  dissimile	  da	  quella	  delle	  arterie	  mesenteriche	  ed	  esprimono	  TP	  recettori.	  
Gli	   esperimenti	   eseguiti	   dimostrano	   che	   l'Ang-­‐II	   determina	   una	   marcata	   attivazione	  
della	   COX-­‐1	   e	   dell'espressione	   del	   procollagene	   e	   che	   la	   sintesi	   di	   quest'ultimo	   è	  
significativamente	  ridotta	  dall'inibizione	  della	  COX-­‐1	  o	  del	  TP	  recettore.	   Inoltre,	  anche	  
la	  selettiva	  stimolazione	  dei	  recettori	  TP	  ha	  indotto	  un	  marcato	  incremento	  nella	  sintesi	  
di	   collagene,	   paragonabile	   a	   quello	   ottenuto	   con	   Ang-­‐II.	   Questo	   sottolinea	   il	   ruolo	  
cruciale	   dei	   TP	   recettori	   nel	   promuovere	   la	   sintesi	   di	   collagene	   a	   livello	   delle	   cellule	  
muscolari	   lisce	   delle	   arteriole	   di	   resistenza.	   Tuttavia	   bisogna	   notare	   che	   l'Ang-­‐II	  
determinava	  un	  marcato	  aumento	  del	  collagene	  I	  anche	  nello	  strato	  avventiziale	  della	  
parete	   vascolare.	  Questo	   suggerisce	   che,	   oltre	   alle	   cellule	  muscolari	   lisce	   anche	   altre	  
cellule	   come	   i	   fibroblasti	   o	   i	   miofibroblasti	   sono	   chiamati	   in	   gioco	   dall'Ang-­‐II	   come	  
determinanti	   del	   rimodellamento	   vascolare.	   Gli	   specifici	  meccanismi	   attraverso	   cui	   il	  
rimodellamento	   avventiziale	   contribuisce	   alla	   fibrosi	   arteriosa	   indotta	   dall'Ang-­‐II	  
rimangono	  da	  chiarire	  e	  necessitano	  ulteriore	  indagine.	  
I	   nostri	   dati	   sul	   ruolo	   di	   COX-­‐1	   nella	   genesi	   delle	   alterazioni	   strutturali	   e	  meccaniche	  
indotte	  da	  Ang-­‐II	  sulla	  parete	  vascolare	  sono	   in	  accordo	  con	  quelli	  ottenuti	   in	  modelli	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animali	  di	  aterosclerosi	  nei	  quali	  il	  blocco	  farmacologico	  di	  COX-­‐1	  o	  del	  TP	  recettore	  era	  
in	   grado	   di	   prevenire	   il	   danno	   aterosclerotico	   nell'aorta.7,8	   Nell'insieme	   queste	  
osservazioni	   supportano	   fortemente	   il	   ruolo	   predominante	   degli	   agonisti	   del	   TP	  
recettore	   derivanti	   dalla	   COX-­‐1	   nello	   sviluppo	   e	   progressione	   della	   malattia	  
aterosclerotica.	   In	   linea	   con	   questo	   concetto,	   i	   risultati	   della	   presente	   ricerca	  
forniscono	   la	  prima	  dimostrazione	  diretta	  del	   fatto	  che	   l'overespressione	  vascolare	  di	  
COX-­‐1	   e	   l'incremento	   dei	   suoi	   prodotti	   attivi	   sul	   TP	   recettore	   rappresentano	   un	  
importante	  meccanismo	  attraverso	  cui	   l'Ang-­‐II	  determina	  rimodellamento	  vascolare	  e	  
fibrosi	  a	  livello	  delle	  arteriole	  di	  resistenza	  del	  topo.	  Tuttavia	  il	  blocco	  farmacologico	  di	  
COX-­‐1	  era	  in	  grado	  di	  prevenire	  solo	  in	  parte	  il	  rimodellamento	  vascolare,	  suggerendo	  
che	   esistano	   altri	   meccanismi	   COX-­‐1	   indipendenti	   che	   possono	   entrare	   in	   gioco	   per	  
spiegare	  gli	  effetti	  di	  Ang-­‐II	   sulla	  parete	  vascolare,	  come	   	   l'infiammazione	  vascolare	  e	  
l'attività	   dell'aldosterone,	   come	   precedentemente	   documentato.22	   A	   tal	   proposito,	  
l'assenza	   di	   rimodellamento	   vascolare	   in	   topi	   KO	   per	   COX-­‐1	   potrebbe	   dipendere	   dal	  
fatto	  che	   in	  assenza	  di	  COX-­‐1	   i	  meccanismi	  COX-­‐1	   indipendenti	  potrebbero	  richiedere	  
un	  maggior	  tempo	  per	  evidenziarsi.	  
Precedenti	   lavori	  hanno	  dimostrato	  che	  alcuni	  effetti	  dell'Ang-­‐II	  sulla	  parete	  vascolare	  
sono	   mediati	   dall'incrementata	   prodizione	   di	   specie	   reattive	   dell'ossigeno	   (ROS)	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prodotte	  attraverso	   l'attivazione	  dell'enzima	  NAD(P)H	  ossidasi.22,23	   Inoltre	  è	  da	  notare	  
che	   è	   stata	   documentato	   un	   cross-­‐talk	   tra	   la	  NAD(P)H	   ossidasi	   e	   la	   COX-­‐19.	   Benché	   i	  
meccanismi	   molecolari	   attraverso	   i	   quali	   l'Ang-­‐II	   modula	   l'espressione/attività	   delle	  
isoforme	   di	   COX	   non	   sono	   stati	   specificamente	   investigati,	   esperimenti	   preliminari	  
hanno	   osservato	   che	   la	   cronica	   somministrazione	   di	   apocinina,	   un	   inibitore	   della	  
NAD(P)H	  ossidasi,	   era	   in	   grado	  di	   prevenire	   le	  modificazioni	  meccaniche	  della	   parete	  
vascolare	   indotte	   dall'Ang-­‐II	   (dati	   non	   pubblicati).	   Questi	   risultati	   suggeriscono	   la	  
possibilità	   che	   il	   rimodellamento	   vascolare	   indotto	   dall'Ang-­‐II	   sia	   scatenato	   dalla	  
generazione	   NAD(P)H-­‐ossidasi	   mediata	   di	   ROS	   e	   necessitano	   di	   ulteriori	  
approfondimenti.	  
In	   conclusione,	   il	   presente	   studio	   indica	   che	   in	   arteriole	   di	   resistenza	   murine,	   il	  
rimodellamento	   vascolare	   ipertrofico	   e	   le	   modificazioni	   della	   meccanica	   e	   della	  
composizione	  secondarie	  alla	  somministrazione	  di	  Ang-­‐II	  sono	  parzialmente	  dipendenti	  
dall'attivazione	   della	   via	   della	   COX-­‐1.	   In	   particolare	   l'Ang-­‐II	   determinerebbe	   una	  
overespressione	   di	   COX-­‐1	   a	   livello	   delle	   cellule	   muscolari	   lisce	   con	   conseguente	  
incremento	  della	  produzione	  di	  prostanoidi,	  tra	  cui	  prostaciclina	  che	  agirebbero	  come	  
agonisti	  dei	  TP	  recettori.	  Tali	  meccanismi	  potrebbero	  contribuire	  significativamente	  al	  
danno	  aterosclerotico	  indotto	  da	  Ang-­‐II.	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Legenda  figure  
  
Figura  1.    
Proprietà	   meccaniche	   delle	   arteriole	   mesenteriche	   di	   resistenza	   murine.	   Rapporto	  
media/lume	   e	   CSA	   per	   differenti	   livelli	   di	   pressione	   intraluminale	   in	   WT	   (Controlli,	  
pannelli	   A-­‐B)	   e	   in	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	   (pannelli	   C-­‐D)	   sottoposti	   a	   diversi	   trattamenti	  
farmacologici.	   I	   dati	   sono	   espressi	   come	  media	   ±SEM	   (n=8	   per	   gruppo).	   *P<0.001	   vs	  
altri	  gruppi	  (curva	  intera).	  
	  
Figura  2.    
Proprietà	   meccaniche	   delle	   arteriole	   mesenteriche	   di	   resistenza	  murine.	   Stress	   della	  
media	   a	   vari	   livelli	   di	   pressione	   intraluminale,	   relazione	   stress-­‐strain	   della	   media	   e	  
modulo	  incrementale	  elastico	  plottati	  verso	  lo	  stress	  della	  media	  in	  topi	  WT	  (Controlli,	  
pannelli	  A-­‐C)	   e	  COX-­‐1-­‐/-­‐	   (pannelli	  D-­‐F)	   sottoposti	   a	  diversi	   trattamenti	   farmacologici.	   I	  
dati	  sono	  espressi	  come	  media	  ±SEM	  (n=8	  per	  gruppo).	  *P<0.001	  vs	  altri	  gruppi	  (curva	  
intera).	  
	  
Figura  3.    
Immunostaining	   per	   COX-­‐1	   nelle	   arteriole	   mesenteriche	   di	   resistenza	   di	   topi	   WT	  
controllo	   (A)	   e	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   (B).	   L'espressione	   basale	   di	   COX-­‐1	   evidenziata	  
  
nell'endotelio	  e	  nelle	  cellule	  muscolari	   lisce	  è	   incrementata	  dalla	   somministrazione	  di	  
Ang-­‐II.	  Controllo	  negativo	  per	  COX-­‐1	  (C).	  	  
	  
Figura  4.    
Immunostaining	   per	   collagene	   I	   (A-­‐D,	   colore	   marrone)	   e	   fibronectina	   (F-­‐I,	   colore	  
marrone)	   nelle	   arteriole	  mesenteriche	  di	   resistenza	  di	   topi	  WT	   controllo,	   trattati	   con	  
Ang-­‐II,	   Ang	   II+SC-­‐560	   (SC)	   e	   Ang	   II+SQ-­‐29548	   (SQ).	   L'espressione	   di	   collagene	   I	   (A)	   e	  
fibronectina	  (F)	  nella	  parete	  vascolare	  era	  incrementata	  dalla	  somministrazione	  di	  Ang-­‐
II	  (B	  e	  G,	  rispettivamente),	  e	  preservata	  dall'SC	  (C	  e	  H,	  rispettivamente)	  o	  dall'SQ	  (D	  e	  I,	  
rispettivamente).	  Controlli	  negativi	  per	  collagene	  I	  (E)	  e	  fibronectina	  (L).	  
	  
Figura  5.    
Colorazione	  Verhoeff-­‐van	  Giesson	  per	  le	  fibre	  elastiche	  (nero)	  e	  collagene	  (rosso)	  nelle	  
arteriole	  mesenteriche	  di	  resistenza	  di	  topi	  WT	  e	  COX-­‐1-­‐/-­‐.	  	  Nei	  topi	  WT	  le	  fibre	  elastiche	  
delle	  membrane	  elastiche	   interna	  ed	  esterna	  degli	  animali	  controllo	   (A)	  erano	  ridotte	  
dalla	   Ang-­‐II	   (B)	   e	   preservate	   dall'SC-­‐560	   (C)	   e	   dall'SQ	   29548	   (D).	   In	   contrasto	   le	   fibre	  
collagene	  (A)	  erano	  aumentate	  dall'Ang-­‐II	   (B)	  e	  normalizzate	  dall'SC-­‐560	  (C)	  o	  dall'SQ-­‐
29548	   (D).	   Nei	   topi	   COX-­‐1-­‐/-­‐	   l'espressione	   basale	   di	   elastina	   e	   collagene	   (E)	   nn	   era	  
influenzata	  dall'Ang-­‐II	  (F).	  
	  
  
Figura  6.  
Immunostaining	   per	   il	   collagene	   I	   (A,	   B)	   e	   la	   fibronectina	   (D,	   E)	   nelle	   arteriole	  
mesenteriche	  d	  resistenza	  di	  topi	  COX-­‐1-­‐/-­‐	  	  controllo	  e	  trattati	  con	  Ang-­‐II.	  L'espressione	  
basale	   di	   queste	   componenti	   non	   era	   influenzata	   dall'Ang-­‐II.	   Controlli	   negativi	   per	  
collagene	  I	  (C)	  e	  fibronectina	  (F).	  
	  
Figura  7.    
A)	  Analisi	  RT-­‐PCR	  per	  COX-­‐1	   (pannello	  superiore)	  e	  COX-­‐2	   (pannello	   intermedio)	  nelle	  
arteriole	  mesenteriche	  di	  resistenza	  di	  topi	  WT	  controllo	  (Ctrl)	  o	  trattati	  con	  Ang-­‐II	  ±	  SC-­‐
560	  (SC),	  DFU	  o	  SQ-­‐29548	  (SQ).	  Il	  pannello	  inferiore	  mostra	  l'analisi	  RT-­‐PCR	  per	  la	  COX-­‐
1	  e	  COX-­‐2	  in	  topi	  COX-­‐1-­‐/-­‐	   	  ±	  Ang	  II.	  Ogni	  barra	  nel	  grafico	  rappresenta	  la	  media	  di	  3-­‐5	  
esperimenti	  ±	  SEM.	  *P<0.05	  vs	  Ctrl.	  	  
B)	   Analisi	  Western	   Blot	   per	   COX-­‐1,	   COX-­‐2	   e	   β-­‐actina	   nelle	   arteriole	   mesenteriche	   di	  
resistenza	   di	   topi	  WT	   controllo	   (Ctrl)	   o	   trattati	   con	   Ang-­‐II	   ±	   SC,	   DFU	   o	   SQ.	   I	   pannelli	  
mostrano	   una	   membrana	   rappresentativa	   e	   le	   barre	   nel	   grafico	   mostrano	   l'analisi	  
densitometrica	   delle	   bande	   immunoreattive	   normalizzate	   per	   la	   ß-­‐actina.	   Ogni	   barra	  
nel	  grafico	  rappresenta	  la	  media	  di	  5	  esperimenti	  ±	  SEM.	  *P<0.05	  vs	  Ctrl.	  	  
	  
	  
	  
  
Figura  8.    
A)	  Analisi	  Western	  Blot	  per	  COX-­‐1	  e	  per	  recettore	  TP	  (TP-­‐R)	   in	  HCASMCs	  in	  condizioni	  
basali	   (Ctrl)	   e	   dopo	   trattamento	   con	   Ang-­‐II.	   I	   pannelli	   mostrano	   una	   membrana	  
rappresentativa	  di	  3	   ripetuti	  esperimenti.	  Viene	   riportata	  anche	   l'espressione	  della	  ß-­‐
actina.	   Le	   barre	   nel	   grafico	   	   mostrano	   	   I	   risultati	   dell'analisi	   densitometrica	   di	   3	  
esperimenti	  ±	  SEM.	  *P<0.05	  vs	  Ctrl.	  	  
B)	   Analisi	   RT-­‐PCR	   del	   procollagene	   I	   in	   HCASMCs	   in	   condizioni	   basali	   (Ctrl)	   e	   dopo	  
incubazione	   con	   Ang-­‐II	   ±	   SC-­‐560	   (SC)	   o	   SQ-­‐29548	   (SQ),	   o	   dopo	   incubazione	   con	  
U46619±SQ.	   Ogni	   barra	   nel	   grafico	   rappresenta	   la	   media	   di	   3-­‐5	   esperimenti	   ±	   SEM.	  
*P<0.05	  vs	  Ctrl.	  	  
	  
	  
  
	  
	   TABELLA  1.	  Parametri	  fisiologici	  e	  morfologia	  vascolare	  
	  
Wild-­‐Type	  	   COX-­‐1-­‐/-­‐	  	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Parametro	  
Ctrl	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II+SC-­‐560	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II+DFU	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II+SQ	  
(n=8)	  
Ctrl	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II	  
(n=8)	  
	  
Peso	  corporeo,	  g	   25.5±1.6	   25.2±2.8	   26.4±2.5	   25.4±3.2	   25.9±2.9	   25.8±3.1	   25.3±2.7	   	  
SBP,	  mmHg	   106±5	   169±7*	   157±10*	   163±8*	   160±6*	   104±5	   144±6†	   	  
Diametro	  lume,	  µm	   203±9	   196±5	   202±6	   203±4	   206±6	   208±6	   197±5	   	  
Spessore	  media,	  µm	   11.1±0.2	   14.5±0.3*	   12.5±0.2*†	   14.5±0.2*	   12.3±0.4*†	   11.4±0.3	   11.7±0.2	   	  
M/L	  (%)	   5.5±0.2	   7.4±0.2*	   6.2±0.3*†	   7.4±0.1*	   6.0±0.3*†	   5.5±0.1	   5.9±0.2	   	  
Media	  CSA,	  103	  x	  µm2	   7.4±0.4	   9.6±0.4*	   7.4±0.3	   9.5±0.3*	   8.2±0.3	   7.8±0.3	   7.7±0.1	   	  
Indice	  di	  crescita	  (%)	   -­‐	   28.0	   12.8	   28.3	   13.1	   2.4	   2.8	   	  
Ctrl,	  controlli;	  SQ,	  SQ-­‐29548;	  SBP,	  pressione	  arteriosa	  sistolica,	  M/L,	  rapporto	  media/lumen	  ratio;	  CSA,	  cross-­‐sectional	  area.	  	  
*	  P<0.05	  vs	  Ctrl;	  †	  P<0.05	  vs	  Wild-­‐Type	  Ang	  II.	  
  
 
 
TABELLA  2.	  Contenuto	  relativo	  (percentuale	  area	  della	  media)	  delle	  varie	  componenti	  della	  ECM	  e	  livelli	  di	  6-­‐keto-­‐PGF1α	  e	  8-­‐Isoprostani	  
	  
Wild-­‐Type	   COX-­‐1-­‐/-­‐	  	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Arteriole	  mesenteriche	  
Ctrl	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II+SC-­‐560	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II+DFU	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II+SQ	  
(n=8)	  
Ctrl	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(n=8)	  
Ang	  II	  
(n=8)	  
	  
Collagene	  I(x10-­‐7)	   21.6±0.8	   34.9±1.6*	   22.8±1.6	   30.2±1.8*	   21.0±1.1	   20.9±0.9	   21.2±1.0	   	  
Fibronectina	  (x10-­‐7)	   21.3±1.2	   34.6±2.0*	   21.5±1.2	   29.8±1.6*	   21.8±1.4	   18.6±2.1	   19.2±1.3	   	  
Elastina	  (x10-­‐7)	   34.1±2.1	   17.9±1.4*	   27.8±1.3	   18.6±0.4*	   30.2±1.5	   31.8±1.9	   31.3±1.4	   	  
Collagene/Elastina	   0.63	   1.94*	   0.82	   1.62*	   0.69	   0.65	   0.67	   	  
6-­‐keto-­‐PG	  F1α	  (µg/g/ml)	   19.6±0.4	   40.2±0.7*	   10.3±0.4†	   38.2±0.4*	   37.3±1.6*	   8.2±1.2	   8.5±0.3	   	  
8-­‐Isoprostano	  (pg/g/ml)	   10.3±0.1	   8.6±1.0	   8.3±0.8	   5.4±0.6*	   8.2±0.7	   10.0±0.1	   10.1±0.9	   	  
Valori	  espressi	  come	  intensità	  relativa/area	  (pixels).	  Ctrl,	  controlli;	  SQ,	  SQ-­‐29548;	  *	  P<0.05	  vs	  altri	  gruppi;	  †P<0.05	  vs	  Ang	  II.	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Figura 2 
  
A:  Controlli B:  Ang-­‐II C:  Controllo  negativo
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Figura 3
  
 
 
 
 
 
  Figura 4 
A:  Controlli B:  Ang II C:  Ang II  +  SC D:  Ang II  +  SQ E:  Controllo  negativo
F:  Controlli G:  Ang II H:  Ang II  +  SC I:  Ang II  +  SQ L:  Controllo  negativo
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Figura 5 
Figura  5
A:  Controlli C:  Ang-­‐II  +  SC E:  COX-­‐1 -­‐/-­‐
B:  Ang-­‐II D:  Ang-­‐II  +  SQ F:  COX-­‐1 -­‐/-­‐ +  Ang-­‐II
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A:  COX-­‐1 -­‐/-­‐ B:  COX-­‐1 -­‐/-­‐ +  Ang-­‐II C:  Controllo  negativo
D:  COX-­‐1 -­‐/-­‐ E:  COX-­‐1 -­‐/-­‐ +  Ang-­‐II F:  Controllo  negativo
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